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(57) Abstract 

The invention relates to the use of a com- 
pound of formula (I), wherein Ri is a base de- 
fined by one of the formulae (II), (III), (IV), (V), 
and R2 is hydrogen, C1-C4 alkyl, bromine, flu- 
orine, chlorine or iodine, or a pharmaceutically 
acceptable salt thereof to produce a medicament 
for immunosuppressive therapy of the human or 
animal body. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung stellt die Ver- 
wendung einer Verbindung der Formel (I), worin 
Ri eine durch eine der Formeln (II), (III), (IV), 
(V), definierte Base ist und R2 Wasserstoff, C1-C4 
Alkyl, Brom, Fluor, Chlor oder Iod ist, oder 
eines pharmazeutisch annehmbaren Salzes davon 
zur Herstellung eines Medikaments zur immun- 
suppressiven Therapie des menschlichen oder 
tierischen Kdrpers zur VerfQgung. 
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PHARMAZEUTISCHE ZUSAMMENSETZUNG 



HINTERGRUND DER ERFINDUNG 

Gehiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Arzneimitteltherapie und stellt die neue 
Verwendung von r^-Difluornucleosiden zur Herstellung von Zusammensetzungen zur 
immunsuppressiven Therapie und neue pharmazeutische Zusammensetzungen und Produkte 
zur Behandlung des menschlichen und tierischen Korpers zur Verfiigung. 

Sfrnri der Technik 

Die Unterdriickung der Reaktivitat des Immunsystems durch immunsuppressive Therapie ist 
von grofler medizinischer Bedeutung bei der Verhtttung der AbstoBung allogener 
Transplantate bei Transplantationspatienten und bei der Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen. Im Laufe der vergangenen Jahre ist eine beschrankte Zahl neuer 
Medikamente, welche zur Anwendung in der immunsuppressiven Therapie geeignet sind, wie 
z.B. Cyclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, Daclizumab und Rapamycin, 
entwickelt worden. 

Nach wie vor besteht ein dringender Bedarf, wirksamere und besser vertragliche Methoden 
zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen und fur die Verhtttung der AbstoBung 
allogener Transplantate bei Transplantationspatienten zu entwickeln. Die vorliegende 
Erfindung ist daher bestrebt, neue pharmazeutische Zusammensetzungen und Produkte zur 
Verwendung in diesem Therapiegebiet bereitzustellen. 

Es ist gezeigt worden, daB T^-Difluornucleoside in vitro antivirale Wirkungen (US-Patent 
4,808,614) und in Krebs-Standardscreeningtests onkolytische Aktivitat entfalten (US Patent 
5,464,826). Von diesen Verbindungen ist das ^-Desoxy-r^'-difluorcytidin (Gemcitabin, 
dFdC) hinsichtlich seiner onkolytischen Aktivitat umfassend untersucht worden (Kaye, J. 
Clin. Oncol 12, 1527 (1994)). Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Studien erhielt 
Gemcitabinhydrochlorid in tiber 50 Staaten die behordliche Zulassung zur Behandlung von 
nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und/oder Pankreaskarzinom. Weitere Studien zur 
Behandlung von Mamma-, Blasen- und Ovarialkarzinom mit Gemcitabin werden gegenwartig 
durchgefiihrt. 
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KURZFASSUNG DER ERFINDUNG 
Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung einer Verbindung der Formel I 




worin R\ eine durch eine der Formeln 




definierte Base ist und R 2 Wasserstoff, C1-C4 Alkyl, Brom, Fluor, Chlor oder Iod ist, 

oder eines pharmazeutisch annehmbaren Salzes davon zur Herstellung eines Medikaments zur 

immunsuppressiven Therapie des menschlichen oder tierischen Korpers zur Verfiigung. 

Die vorliegende Erfindung ist ferner auf die Verwendung einer Verbindung der Formel I zur 
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen bei Menschen 
und Tieren gerichtet 

Die vorliegende Erfindung stellt auch die Verwendung einer Verbindung der Formel I zur 
Herstellung eines Medikaments zur Unterdrttckung der AbstoOung von Transplantaten bei 
Menschen und Tieren, vorzugsweise zur Unterdriickung der AbstoBung von 
Knochenmarktransplantaten, Herztransplantaten, Hornhauttransplantaten, 
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Diinndarmtransplantaten, Lebertransplantaten, Lungentransplantaten, Pankreastransplantaten, 
Nierentransplantaten und Hauttransplantaten zur Verfugung. 

Bei einem anderen Aspekt der Erfindung wird die Verbindung der Formel I zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung einer Krankheit oder eines Zustands verwendet, welche(r) 
ausgewahlt ist aus: Rosacea, Acrodermatitis continua, Aktinisches Retikuloid, AIDS, 
Alopezie, Alport-Syndrom, amyotrophische Lateralsklerose, Stomatitis aphthosa, Pure red 
cell aplasia, aplastische Anamie, Asthma, atopische Dermatitis, Autoimmun-Enteropathie, 
Behcet-Krankheit, bulloses Erythema exsudativum multiforme, bulloses Pemphigoid, Biliare 
Zirrhose, Cornea-Schmelzsyndrom (engl.: corneal melting syndrome), Crohn-Kxankheit, 
Dermatitis herpetiformis, Dermatomyositis, Diabetes mellitus, Duchenne-Form der 
Muskelatrophie, Ekzem, Epidermolysis bullosa, Erythema nodosum leprosum, familiare 
hamophagozytische Lymphohistiozytose, Felty-Syndrom, Granuloma anulare, Grave- 
Ophthalmopathie, hamolytische Anamie, Hamophilie, Hepatitis, Ichthyosis, entziindliche 
Erkrankung des Darms (engl: inflammatory bowel disease), interstitielle Cystitis, interstitielle 
Lungenkrankheit, Keratokonjunktivitis, Histiozytose der Langerhans-Zeilen, T-Zell- 
LeukSmien, B-Zell-Leukamien, Lymphome, Lichen planus, Makrophagenaktivierungs- 
syndrom, Mooren-Ulcus, Morphaea, multiple Sklerose, Myasthenia gravis, Nephropathie, 
nephrotisches Syndrom, Pustulosis palmaris et plantaris, Pemphigus, persistierende 
Photosensibilitat, Pityriasis rubra pilaris, Polymyositis, Psoriasis, Arthritis psoriatica, 
Lungenfibrose, Pyoderma gangraenosum, retikulSre erythematose Mucinosis, Rheumatoide 
Arthritis, Sarkoidose, Skleritis, Sklerodermie, serpiginose Choroiditis, Sjogren-Syndrom, 
Sprue, Sweet-Syndrom, Systemischer Lupus erythematodes, systemische Sklerose, 
Thrombozytopenie, Epidermolysis acuta toxica, Colitis ulcerosa, Uveitis, Weber-Christian- 
Krankheit, arzneimittelinduzierte Weber-Christian-Pannikulitis, Wegener-Klinger- 
Granuiomatose. 

Vorzugsweise wird 2 , -Desoxy-2 f ,2 , -difluorcytidin der Formel II 




F 
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oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon als Verbindung fUr obige Verwendungen 
eingesetzt. Vorzugsweise ist das eingesetzte, pharmazeutisch anwendbare Salz das 
Hydrochlorid. 

Die vorliegende Erfindung ist auch auf die Verwendung von Gemcitabinhydrochlorid in 
Kombination mit einem oder mehreren von Cyclosporin A, Tacrolimus, 
Mycophenolatmofetil, Daclizumab, Rapamycin und einem oder mehreren Corticosteroid(en) 
gerichtet. 

Pharmazeutische Zusammensetzungen in Dosiseinheitsform, welche von 1 bis 10 mg 
Gemcitabinhydrochlorid und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager, ein Streckmittel 
oder ein Vehikel dafiir umfassen, werden als ein weiterer Aspekt der Erfindung bereitgestellt. 

Die vorliegende Erfindung stellt weiters pharmazeutische Zusammensetzungen zur 
VerfUgung, welche eine Verbindung der Formel I oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz 
davon, eines oder mehrere von Cyclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, 
Daclizumab, Rapamycin und einem oder mehreren Corticosteroid(en) und einen 
pharmazeutisch annehmbaren Trager, ein Streckmittel oder ein Vehikel dafiir umfassen. 

Pharmazeutische Produkte, welche eine Verbindung der Formel I oder ein pharmazeutisch 
annehmbares Salz davon und eines oder mehrere von Cyclosporin A, Tacrolimus, 
Mycophenolatmofetil, Daclizumab, Rapamycin und einem oder mehreren Corticosteroid(en) 
in Kombination zur gleichzeitigen, getrennten oder aufeinanderfolgenden Verwendung zur 
Therapie des menschlichen oder tierischen K6rpers enthalten, werden als noch ein weiterer 
Aspekt der vorliegenden Erfindung zur VerfUgung gestellt. 

Vorzugsweise wird 2 f -Desoxy-2 , ,2'-difluorcytidin der Formel II oder ein pharmazeutisch 
annehmbares Salz davon als Verbindung ftir die pharmazeutischen Zusammensetzungen und 
pharmazeutischen Produkte der vorliegenden Erfindung eingesetzt. Vorzugsweise ist das 
eingesetzte, pharmazeutisch anwendbare Salz das Hydrochlorid. 
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AUSFUHRLICHE BESCHREEBUNG DER ERFINDUNG 

Die bei der vorliegenden Erfmdung eingesetzten Verbindungen der Formel I (2',2'- 
Difluornucleoside) werden vorzugsweise durch Umsetzen eines D-Glyceraldehydketonids mit 
einem C1-C4 Alkylbromdifluoracetat zur Bildung eines Alkyl-3-dioxolanyl-2,2-difluor-3- 
hydroxypropionats hergestellt. Das Hydroxypropionat wird dann zu einem Lacton 
hydrolysiert, welches geschtttzt und reduziert wird, urn ein 2-Desoxy-2,2-difluorribose- oder 
-xylose-Derivat zu ergeben. Die Hydroxygruppe dieser Verbindung wird mit einer 
austretenden Gruppe versehen, und das resultierende Kohlenhydrat wird mit einer geeigneten 
Base gekoppelt Das resultierende geschtttzte Nucleosid wird schlieBlich entschtttzt, um eine 
Verbindung zur Verwendung bei der vorliegenden Erfmdung zu liefern. Einzelheiten eines 
Verfahrens zur Herstellung solcher Verbindungen zur Verwendung bei der vorliegenden 
Erfmdung sind im US-Patent 5,464,826 beschrieben, welches hierin durch Bezugnahme 
aufgenommen ist. 

Cyclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, Daclizumab, Rapamycin and 
Corticosteroide sind kommerziell erhaltlich. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen und Produkte der vorliegenden Erfmdung sind 
pharmazeutische Formulierungen, welche den Wirkstoff (Verbindung der Formel I) und einen 
pharmazeutischen Trager, Streckmittel oder Vehikel dafiir umfassen. Die Formulierung der 
Zusammensetzungen und Produkte ist konventionell und folgt den ttblichen Praktiken 
pharmazeutischer Chemiker. 

Der Wirkstoff wird in der Formulierung im Bereich von 1 Gew.-% bis 90 Gew.-% enthalten 
sein. Der Wirkstoff wird iiblicherweise mit einem Trager vermischt sein oder durch einen 
Trager verdunnt sein oder in einem Trager, welcher in Form einer Kapsel, eines Sachets, 
Papiers oder eines andereren Behaitnisses vorliegen kann, eingeschlossen sein. Wenn der 
TrSger als Streckmittel dient, kann er ein festes, halbfestes oder flussiges Material sein, 
welches als Vehikel, Arzneistofftrager oder Medium fur den Wirkstoff fungiert. Die 
Zusammensetzungen und Produkte konnen daher in Form von Tabletten, Pillen, Pulvem, 
Pastillen, Sachets, Kachets, Elixieren, Suspensionen, Emulsionen, Losungen, Sirups, 
Aerosolen (als Feststoff oder in einem fltissigen Medium), Salben, welche beispielsweise bis 
zu 10 Gew.-% des Wirkstoffes enthalten, Weich- und Hartgelatinekapseln, Suppositorien, 
sterilen injizierbaren LSsungen und sterilen abbgepackten Pulvern vorliegen. 
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Einige Beispiele fur geeignete Trager, Vehikel und Streckmittel sind beispielsweise Lactose, 
Dextrose, Saccharose, Sorbitol, Mannitol, Starken, Gummiarabikum, Calcium-phosphat, 
Alginate, Tragant, Gelatine, Calciumsilicat, mikrokristalline Cellulose, Polyvinyl-pyrrolidon, 
Cellulose, Wasser, Sirup, Methylcellulose, Methyl- und Propylhydroxybenzoate, Talk, 
Magnesiumstearat und Mineralol. Die Formulierungen konnen zusatzlich Gleitmittel, 
Benetzungsmittel, Emulgier- und Suspendiermittel, Konservierungsmittel, Stifistoffe oder 
Aromastoffe einschlieflen. Die Zusammensetzungen und Produkte der Erfindung konnen 
durch Anwendung bekannter Methoden so formuliert werden, dafl sie eine rasche oder Depot- 
Freisetzung des Wirkstoffes nach Verabreichung an den Patienten oder das Tier bereitstellen. 

Die Zusammensetzungen und Produkte werden vorzugsweise in einer Dosiseinheitsform 
formuliert, wobei jede Dosis von etwa 0,1 bis etwa 100 mg des Wirkstoffes enthalt. Der 
Begriff "Dosiseinheitsform 11 bezieht sich auf physikalisch getrennte Einheiten, welche als 
Dosiseinheiten flir Menschen und andere SSugetiere geeignet sind, wobei jede Einheit eine 
vorbestimmte Menge an Wirkstoff, welche daraufhin berechnet ist, die gewiinschte 
therapeutische Wirkung hervorzurufen, in Verbindung mit einem geeigneten 
pharmazeutischen Trager enthalt. 

Wenn der Wirkstoff Gemcitabinhydrochlorid ist, reicht die Dosiseinheit vorzugsweise von 
etwa 0,5 bis etwa 25 mg und starker bevorzugt von etwa 1 mg bis etwa 15 mg. Es ist 
besonders bevorzugt, dafl die Dosiseinheit von Gemcitabinhydrochlorid von etwa 1 bis etwa 
10 mg und am meisten bevorzugt von etwa 2 mg bis etwa 5 mg reicht. 

Die folgenden Formulierungsbeispieie stellen spezifische pharmazeutische Formulierungen 
dar, fiir welche als Wirkstoff teilweise Gemcitabinhydrochlorid eingesetzt wird. Fur die 
Formulierungen kann als Wirkstoff jede Verbindung der Formel I eingesetzt werden. Die 
Beispiele dienen nur der Veranschaulichung und sollen den Bereich der Erfindung in keiner 
Weise einschranken. 

Formulienmg 1 

Hartgelatinekapseln werden unter Verwendung der folgenden Bestandteile hergestellt, wobei 
"WirkstofT eine Verbindung der Formel I ist: 



Wirkstoff 
Getrocknete Starke 
Magnesiumstearat 



Menge (mg/Kapsen 
25 
425 



10 
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Die oben angefUhrten Bestandteile werden gemischt und in Mengen zu 460 mg in 
Hartgelatinekapseln abgefiillt. 

Formulierung 2 

Eine Tablettenformulierung wird unter Verwendung der unten angefuhrten Bestandteile 
hergestellt: 



Die Bestandteile werden vermischt und gepreflt, urn Tabletten mit einem Gewicht von jeweils 
520 mg zu bilden 

Fommlisrung 3 

Eine AerosollSsung wird hergestellt, welche die folgenden Bestandteile enthait: 

Qyvichts-% 

Wirkstoff 0.10 
Ethanol 29.90 
Treibmittel 22 (Chlordifluormethan) 70.00 

Der Wirkstoff wird mit Ethanol gemischt, und das Gemisch wird einem Teil des Treibmittels 
22 zugesetzt, auf -30°C gekilhlt und in eine Abfulleinrichtung uberfiihrt. Die erforderliche 
Menge wird dann in einen Edelstahlbehalter eingebracht und mit dem Rest des Treibmittels 
verdiinnt. Dann werden die Ventileinheiten am Behaiter montiert. 

Formuligrung 4 

Tabletten, welche jeweils 5 mg Wirkstoff enthalten, sind wie foigt zusammengesetzt: 

Wirkstoff 5 mg 

Starke 75 mg 

Mikrokristalline Cellulose 58 mg 

Polyvinylpyrrolidon (als 10%ige L6sung in Wasser) 5 mg 

Natriumcarboxymethylstarke 5.5 mg 

Magnesiumstearat 0.5mg 



Menge fmg/Tahlette^ 



Wirkstoff 

Mikrokristalline Cellulose 
Siliciumdioxid (abgeraucht) 
Sterarinsaure 



2 

500 
10 



8 



Talk 



1 mg 
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Der Wirkstoff, Starke und Cellulose werden durch ein Sieb Nr. 45 mesh U.S. passiert und 
griindlich vermischt. Die Polyvinylpyrrolidonlosung wird mit den resultierenden Pulvern 
vermischt, welche dann durch ein Sieb Nr. 14 mesh U.S. passiert werden. Die so produzierten 
Granula werden bei 50°-60°C getrocknet und durch ein Sieb Nr. 18 mesh U.S. passiert. Dann 
werden die Natriumcarboxymethylstarke, Magnesiumstearat und Talk, welche vorher durch 
ein Sieb Nr. 60 mesh U.S. passiert worden sind, den Granula zugesetzt, welche nach dem 
Mischen in einer Tablettenmaschine verpreflt werden, urn Tabletten mit einem Gewicht von 
jeweils 150 mg zu ergeben. 

Formulierong 5 

Kapseln, welche jeweils 0,5 mg Wirkstoff enthalten, werden wie folgt hergestellt: 



Wirkstoff 0.5 mg 

Starke 98.5 mg 

Mikrokristalline Cellulose 98.5 mg 

Magnesiumstearat 2.5 mg 



Der Wirkstoff, Cellulose, Starke und Magnesiumstearat werden vermischt, durch ein Sieb Nr. 
45 mesh U.S. passiert und in Mengen zu 200 mg in Hartgelatinekapseln abgefullt. 

Suppositorien, welche jeweils 0,1 mg Wirkstoff enthalten, werden wie folgt hergestellt: 

Wirkstoff 0.1 mg 

Glyceride gesattigter Fettsauren auf 2 g 

Der Wirkstoff wird durch ein Sieb Nr. 60 mesh U.S. passiert und in den vorher unter 
Anwendung der minimal notwendigen Erwarmung geschmolzenen Glyceriden gesattigter 
Fettsauren suspendiert. Das Gemisch wird dann in eine Suppositoriumsform mit einer 
nominellen Kapazitat von 2 g gegossen und abkuhlen gelassen. 

Formulierong 7 

Suspensionen, welche jeweils 10 mg Wirkstoff pro 5-ml-Dosis enthalten, werden wie folgt 
hergestellt: 
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Wirkstoff 

Natriumcarboxymethylcellulose 
Sirup 

Benzoesaurelfisung 

Aroma 

Farbe 

Gereinigtes Wasser auf 



10 mg 
50 mg 
1.25 ml 
0.10 ml 



q.v. 



q.v. 



5 ml 



Der Wirkstoff wird durch ein Sieb Nr. 45 mesh U.S. passiert und mit der 
Natriumcarboxymethylcellulose und Sirup gemischt, urn eine glatte Paste zu bilden. Die 
BenzoesaurelSsung, Aroma und Farbe werden mit einem Teil des Wassers verdunnt.und unter 
Riihren zugesetzt. Dann wird ausreichend Wasser zugesetzt, um das benbtigte Volumen zu 
erzielen. 

Intravenfise Formulierungen werden wie folgt hergestellt: 
FonTmlierung 8 

Gemcitabin-HCl 0.1 mg 

Isotone Kochsalzlosung 1000 ml 

Formulierung 9 

Gemcitabin-HCl 0.5 mg 

Isotone Kochsalzlosung 1000 ml 

Formulierung 10 

Gemcitabin-HCl 1.0 mg 

Isotone Kochsalzlosung 1000 ml 

Formulierung 1 1 

Gemcitabin-HCl 5 mg 

Isotone Kochsalzlosung 1000 ml 



Formulierung 12 
Gemcitabin-HCl 
Isotone Kochsalzlosung 



10 mg 
1000 ml 



WO 99/52514 



PCT/AT99/00093 



10 



Formuligrung 13 

Gemcitabin-HCl 
Isotone Kochsalzlosung 



15 mg 
1000 ml 



Fornivtlignfflg 14 
Gemcitabin-HCl 
Isotone Kochsalzlosung 



25 mg 
1000 ml 



Die Losung der oben angefiihrten Bestandteile wird intravenos mit einer Geschwindigkeit von 
beispielsweise 1 ml/Minute verabreicht. 

Die Zusammensetzungen und Produkte der Erfindung konnen dem menschlichen oder 
tierischen Korper auf verschiedenen Wegen, einschlieBlich des oralen, rektalen, 
transdermalen, subkutanen, intravendsen, intramuskularen oder intranasalen Wegs, 
verabreicht werden.Wenn der Wirkstoff Gemcitabinhydrochlorid ist, wird es vorzugsweise 
iiber den IV-Weg verabreicht. 

Die Tagesdosen werden normalerweise in einem Bereich von etwa 0,01 bis etwa 10 mg/kg 
Korpergewicht (KG) - als Einzeldosis oder geteilte Dosen - liegen. Vorzugsweise reichen die 
Tagesdosen von etwa 0.025 bis etwa 5 mg/kg und am meisten bevorzugt von etwa 0.05 bis 
0.25 mg/kg. Es wird jedoch verstanden werden, dafl die tatsachlich verabreichte Menge einer 
Verbindung durch einen Arzt im Lichte der relevanten Begleitumstande, welche den zu 
behandelnden Zustand, die besondere zu verabreichende Verbindung, den gewahlten 
Verabreichungsweg, das Alter, Gewicht und Ansprechen des einzelnen Patienten und den 
Schweregrad der Symptome des Patienten einschlieBen, bestimmt werden wird, und die oben 
angefiihrten Dosierungsbereiche sollen daher den Bereich der Erfindung in keiner Weise 
beschranken. 

Die immunsuppressive Wirkung einer reprSsentativen Verbindung der Formel I, 2'-Desoxy- 
2 , ,2 , -difluorcytidin (Gemcitabin, dFdC), wurde durch die unten beschriebenen in- vitro- und 
in-vivo-Untersuchungen gezeigt. Die Verwendung von dFdC stellt lediglich eine bevorzugte 
Ausfiihrungsform der Erfindung dar, und soil den Bereich der Erfindung in keiner Hinsicht 
beschranken und auch nicht so ausgelegt werden. 

dFdC ist ein Pyrimidinantimetabolit mit antineoplastischer Aktivitat gegen eine groBe Zahl 
solider Tumoren, einschlieBlich des metastasierten Prankreaskarzinoms, des nicht- 



WO 99/52514 



11 



PCT/AT99/00093 



kleinzelligen Bronchialkarzinoms, des Ovarial- und des Mammakarzinoms (Kaye, 1 Clin. 
Oncol 12, 1527 (1994)). Es ist ein Desoxycytidin- Analog, welches bei Eintritt in die Zelle 
durch Desoxycytidinkinase schrittweise zum entsprechenden Di- und Triphosphat als 
Endprodukt phosphoryliert wird (Plunkett et al., Nucleosides Nucleotides 8, 775 (1989)). Als 
Hauptmechanismus wird der Einbau des dFdC-Triphosphates in DNA angenommen, da er die 
Inhibierung der DNA-Synthese und den Zelltod bewirkt. 

Mehrere Phase-I-Studien wurden mit dFdC als Antitumormittel durchgefiihrt, und die meiste 
Erfahrung wurde bei Phase-II-Studien mit der wochentlichen Verabreichung gewonnen 
(Kaye, 1 Clin. Oncol 12, 1527 (1994)). Bei diesem Behandlungsschema wird dFdC iiber 30 
Minuten intravenos einmal pro Woche fiir 3 Wochen verabreicht, gefolgt von einer 
einwdchigen Ruhepause. Es wird berichtet, daB diese Art der Verabreichung eine 
Knochenmarksuppression mit schweren Infektionen (WHO-Grad IILTV) bei weniger als 1% 
der Patienten hervorruft. Sogar nach wiederholten Verabreichungen von dFdC wurde keine 
signifikante Reduktion der CD4+- and CD8+-Lymphozytenuntergruppen, d.h. keine 
signifikante Immunsuppression, gefunden (Dalkeler et al., Anti-Cancer Drugs 8, 643 (1997)). 
Dagegen ist die Behandlung niedrigmaligner Lymphome mit einem Purinanalog wie 2- 
Chlordesoxyadenosin (Cladribin, 2-CdA) mit einem (TSglich x 5)-Schema mit einer schweren 
Suppression der CD4+-Lymphozyten fiir mehr als 12 Monate verbunden (Seymour et al, 
Blood 83, 2906 (1994)). 

Phase-I-Studien, bei welchen dFdC mit einem (Taglich x 5)-Schema bei einem 
Dosierungsniveau von 9 mg/m 2 untersucht wurde, bewirkten ein signifikantes Ausmafi an 
nicht-hamatologischer Toxizitat, einschliefllich sporadischem Fieber und schwerer Hypertonic 
(O'Rourke et al, Eur. J. Cancer 30A, 417 (1994)). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde dieses 
Schema nicht fur eine weitere Evaluierung empfohlen. Messungen der intrazellularen dFdC- 
Akkumulation nach tSglicher Verabreichung niedriger Dosen und deren Effekt auf 
immunkompetente Zellen sind bisher nicht durchgefiihrt worden. 

Zum Zwecke der vorliegenden Erfindung wurde die immunsuppressive Wirkung von dFdC 
bewertet, indem der in-vitro-Effekt von dFdC auf Lymphozyten unter Verwendung des 
Lymphozyten-Koloniewachstumstests und die Wirkung von dFdC in einem Ratten- 
Herztransplantationsmodell untersucht wurden. 
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- Wirkune von dFdC auf die Koloniebildung von T-T. vmphozyten 

dFdC ist kommerziell erhaltlich. Es ist bekannt, daB die Interferenz von Arzneimitteln mit 
dem Koloniebildungsvermogen aktivierter T-Lymphozyten ein akzeptables Instrument ist, urn 
lymphozytotoxische Wirkungen aufzuzeigen (Aye, Blood 58, 1043 (1981)). Daher wurden 
mononukleSre Zellen aus peripherem Blut (PBMC) mit Phytohamagglutinin (PHA) und 
verschiedenen dFdC-Konzentrationen im von Petzer et al., Blood 78, 2583 (1991) 
beschriebenen Mikroagar-Kultursystem kultiviert. Die PBMC wurden in Iscove-Medium, das 
20% fbtales Kalbsserum und 0,3% Agar enthielt, suspendiert. Anschlieflend wurden 250-nl- 
Teilmengen dieser Suspension, welche 2 x 10 5 PBMC enthieiten, auf Gewebskulturplatten 
mit Vielfachmulden ausplattiert. Der Agar wurde bei Raumtemperatur erstarren gelassen und 
dann mit 250 \i\ Medium, das 0.5% PHA and 0.5% 2-Mercaptoethanol (1x10^ mol/1 
Endkonzentrationen) enthielt, uberlagert. Die Kulturen wurden bei 37°C in einer 5% CO2 
enthaltenden vollbefeuchteten AtmosphSre inkubiert und die Kolonien wurden unter 
Verwendung eines umgekehrten Mikroskops nach 7 Tagen Inkubation gezahlt. 

Wie in Fig. 1 gezeigt, wird die PHA-induzierte Lymphozytenproliferation durch dFdC in 
dosisabhangiger Weise gehemmt, wobei eine 50%ige Hemmung bei einer Konzentration von 
3.25 ± 0.9 nmol/1 auftritt. 

- Wirkuneen von dFdC im Ratten-Herztransplantationsmodell 

Durch Inzucht erzeugte mannliche LEWIS-(LEW)-Ratten und Brown-Norway-(BN)-Ratten 
mit einem Gewicht von 200-270 g wurden vom "Zentralinstitut fur Versuchstierzucht", 
Hannover, Deutschland, erhalten. Heterotope Herztransplantate wurden unter Verwendung 
mikrochirurgischer Techniken, wie von Schmid et al., Eur. Surg. Res. 30, 61 (1998) 
beschrieben, durchgefuhrt. Postoperativ wurde alien Tieren Wasser und Ratten- 
Standardemahrung nach Belieben verabreicht. 

dFdC wurde subkutan einmal taglich Uber 50 aufeinanderfolgende Tage verabreicht, wobei 
unmittelbar nach dem chirurgischen Eingriff begonnen wurde. Die Tagesdosen (Zahl der 
Tiere pro Gruppe) betrugen 25 (n-6), 50 (n-5), 75 (n=6), 100 (n=6), 125 (n=6), 150 (n=6), 
300 (n=6), 600 (n=2) oder 6000 (n=l) jig/kg Korpergewicht (KG). Die Kontrollgruppe (n=8) 
erhielt keine Behandlung. 

Die Schlagaktivitat der Herztransplantate wurde durch tagliche Palpation bestimmt. Wenn die 
Herztransplantate zu schlagen aufhorten, wurden die Tiere durch eine Uberdosis Ather getotet 
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und die Herzen und alle lebenswichtigen Organe fur Histologiezwecke entnommen. Multiple 
Schnitte des linken Ventrikels des Transplantats und jedes nativen Organs wurden mit 
4%igem gepufferten Formalin fixiert. In Paraffin eingebettete Proben wurden in 5 \xm dicke 
Schnitte geschnitten und mit Hematoxylin und Eosin gefarbt Die Praparate wurden von 
einem gegeniiber der Studie geblindeten Pathologen beurteilt, und die Abstoflung wurde 
gemaD den ISHT-Kriterien eingestuft (Billingham et al, J. Heart Transplant 9, 587 (1990)). 

Die Wirkungen von dFdC im Ratten-Herztransplantationsmodell sind in Tabelle 1 gezeigt. 
Die Ergebnisse sind als Transplantatttberlebenszeit in Tagen fiir die verschiedenen dFdC- 
Dosisgruppen und die Kontrollgruppe, welche keine dFdC-Behandlung erhielt, dargestellt. 

Eine dosisabhangige Leukopenic trat bei alien Tieren aller Gruppen auf und war bei Tieren, 
die weniger als 150 jig/kg dFdC erhalten hatten, reversibel. 



Tabelle 1 



dFdC-Dosis 
(Hg/kg/Tag) 


Transplantatttberlebenszeit 
(Tage) 


TransplantatabstoBung 


Unbehandelte Kontrollen 


7.1 


GradIV 


25 


7.3 


GradIV 


50 


9.2 


GradIV 


75 


15.7 


GradIV 


100 


152.8 


Grad IV 


125 


144.2 


GradIV 


150 


41.5 


Keine 


300 


16.0 


Keine 


600 


10.5 


Keine 


6000 


4.0 


Keine 



Die Ergebnisse der oben dargestellten Studien zeigen erstmals eine bemerkenswerte 
immunsuppressive Wirksamkeit von dFdC. Die Transplantatuberlebenszeit war bei alien 
Tieren, welchen zwischen 75 und 600 jig/kg KG des Arzneimittels verabreicht worden war, 
im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren verlangert. Die langste Uberlebenszeit wurde 
mit 100 bis 125 jxg/kg KG erzielt. Mehr als 125 ng/kg KG bewirkten eine Uber- 
Immunsuppression und irreversible Knochenmarktoxizitat. 
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Die (lurch die oben angefuhrten Ergebnisse gezeigte wirksame immunsuppressive dFdC- 
Dosis ist Uberraschenderweise viel niedriger, als im Hinblick auf die bei der Behandlung 
maligner Erkrankungen benotigten Dosen des Arzneimittels zu erwarten gewesen ware. 
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Patsntanspuiche; 



l , Verwendung einer Verbindung der Formel I 




worin Ri eine durch eine der Formeln 




definierte Base ist und R 2 Wasserstoff, Q-C4 Alkyl, Brom, Fluor, Chlor oder Iod ist, 

oder eines pharmazeutisch annehmbaren Salzes davon zur Herstellung eines Medikaments zur 

immunsuppressiven Therapie des menschlichen oder tierischen Korpers. 

2. Verwendung gemiB Anspruch 1 zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
von Autoimmunerkrankungen bei Menschen und Tieren. 

3. Verwendung gemSB Anspruch 1 zur Herstellung eines Medikaments zur 
UnterdrUckung der AbstoBung von Transplantaten bei Menschen und Tieren. 

4. Verwendung gemaB Anspruch 1 zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
einer Krankheit oder eines Zustands, welche(r) ausgewahlt ist aus: Rosacea, Acrodermatitis 
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continua, Aktinisches Retikuloid, AIDS, Alopezie, Alport-Syndrom, amyotrophische 
Lateralsklerose, Stomatitis aphthosa, Pure red cell aplasia, aplastische Anamie, Asthma, 
atopische Dermatitis, Autoimmun-Enteropathie, Behcet-Krankheit, bulloses Erythema 
exsudativum multiforme, bulloses Pemphigoid, Biliare Zirrhose, Cornea-Schmelzsyndrom 
(engl.: corneal melting syndrome), Crohn-Krankheit, Dermatitis herpetiformis, Dermato- 
myositis, Diabetes mellitus, Duchenne-Form der Muskelatrophie, Ekzem, Epidermolysis 
bullosa, Erythema nodosum leprosum, familiare hamophagozytische Lymphohistiozytose, 
Felty-Syndrom, Granuloma anulare, Grave-Ophthalmopathie, hamolytische Anamie, 
Hamophilie, Hepatitis, Ichthyosis, entziindliche Erkrankung des Darms (engl.: inflammatory 
bowel disease), interstitielle Cystitis, interstitielle Lungenkrankheit, Keratokonjunktivitis, 
Histiozytose der Langerhans-Zellen, T-Zell-Leukamien, B-Zell-Leukamien, Lymphome, 
Lichen planus, Makrophagenaktivierungssyndrom, Mooren-Ulcus, Morphaea, multiple 
Sklerose, Myasthenia gravis, Nephropathie, nephrotisches Syndrom, Pustulosis palmaris et 
plantaris, Pemphigus, persistierende Photosensibilitat, Pityriasis rubra pilaris, Polymyositis, 
Psoriasis, Arthritis psoriatica, Lungenfibrose, Pyoderma gangrenosum, retikulare 
erythematose Mucinosis, Rheumatoide Arthritis, Sarkoidose, Skleritis, Sklerodermie, 
serpiginose Choroiditis, Sjogren-Syndrom, Sprue, Sweet-Syndrom, Systemischer Lupus 
erythematodes, systemische Sklerose, Thrombozytopenie, Epidermolysis acuta toxica, Colitis 
ulcerosa, Uveitis, Weber-Christian-Krankheit, arzneimittelinduzierte Weber-Christian- 
Pannikulitis, Wegener-Klinger-Granulomatose. 

5. Verwendung gemaB Anspruch 3 zur Unterdriickung der AbstoBung von Knochen- 
marktransplantaten, Herztransplantaten, Hornhauttransplantaten, Dunndarmtransplantaten, 
Lebertransplantaten, Lungentransplantaten, Pankreastransplantaten, Nierentransplantaten und 
Hauttransplantaten. 

6. Verwendung gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, wobei die 
Verbindung der Formel I ^-Desoxy-T^'-difluorcytidin der Formel II 




NH 
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oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon ist. 

7. Verwendung gemaB Anspruch 6, wobei das pharmazeutisch annehmbare Salz das 
Hydrochlorid ist. 

8. Verwendung gemaB Anspruch 7, wobei das Gemcitabinhydrochlorid mit einem oder 
mehreren von Cyclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, Daclizumab, Rapamycin 
und einem oder mehreren Corticosteroid(en) kombiniert ist. 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung in Dosiseinheitsform, welche von 1 bis 10 mg 
Gemcitabinhydrochlorid und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager, ein Streckmittel 
oder ein Vehikel daflir umfaBt. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, welche umfaBt: 

- eine Verbindung der in Anspruch 1 genannten Formel I oder ein pharmazeutisch 
annehmbares Salz davon, 

- eines oder mehrere von Cyclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, Daclizumab, 
Rapamycin und einem oder mehreren Corticosteroid(en) und 

- einen pharmazeutisch annehmbaren Trager, ein Streckmittel oder ein Vehikel dafur. 

1 1 . Pharmazeutische Zusammensetzung gemaB Anspruch 10, worin die Verbindung der 
Formel I 2 , -Desoxy-2 t ,2 , -difluorcytidin der in Anspruch 6 genannten Formel II oder ein 
pharmazeutisch annehmbares Salz davon ist. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung gemSB Anspruch 11, worin das pharmazeutisch 
annehmbare Salz das Hydrochlorid ist. 

13. Pharmazeutisches Produkt, welches eine Verbindung der in Anspruch 1 genannten 
Formel I oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon und eines oder mehrere von 
Cyclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, Daclizumab, Rapamycin und einem oder 
mehreren Corticosteroid(en) in Kombination zur gleichzeitigen, getrennten oder 
aufeinanderfolgenden Verwendung bei der Therapie des menschlichen oder tierischen 
Korpers enthSlt. 
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1 4. Pharmazeutisches Produkt gemaB Anspruch 1 3, worm die Verbindung der Formel I 
2'-Desoxy-2',2'-difluorcytidin der in Anspruch 6 genannten Formel II oder ein pharmazeutisch 
annehmbares Salz davon ist. 

15. Pharmazeutisches Produkt gemaB Anspruch 14, worin das pharmazeutisch 
annehmbare Salz das Hydrochlorid ist. 
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dFdC-Konzentration (nM) 



